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摘 要 : 恶臭 假 单 胞 菌 〈Pseudomonas putida) KT2440 中 的 6-A IMR (6HNA) 3- 单 加 
氧 酶 (NicC) 是 烟 酸 代谢 过 程 中 的 关键 酶 。NicC 通过 在 吡啶 环 上 加 凑 基 对 吡啶 环 进行 了 
活化 ， 从 而 使 得 吡啶 环 可 在 双 加 和 氧 酶 催化 下 开 环 最 终 被 完全 降解 。 本 研究 通过 去 除 NicC 
的 N 端 稀有 密码 子 增加 了 NicC 的 表达 量 , 进一步 利用 Ni-Sepharose 重力 柱 对 NicC 进行 
了 纯化 。 通 过 实验 发 现 ，NicC 的 最 适 反应 温度 为 30'C-40'C， 最 适 反 应 pH X 8.0. Cd? 
离子 对 于 NicC 的 酶 活 有 明显 的 抑制 作用 。 当 NADH 的 浓度 为 0.25 mM 的 时 候 ， 底 物 
6HNA 所 对 应 的 NicC 的 最 大 酶 活 为 14.1 U/mg,Km 值 为 51.8 uM; 4 6HNA 的 浓度 为 0.25 
mM 的 时 候 ， 底 物 NADH 所 对 应 的 NicC 的 最 大 酶 活 为 10.79 U/mg，Km 值 为 15.0 uM. 
通过 HPLC 和 LC-MS 分 析 表 明 , NicC 可 以 在 NADH 和 氧气 的 参与 下 催化 6HNA 转化 生 
me 2,5-— Kee (2,5-DHP) 和 甲酸 ， 另 外 可 以 将 对 兰 基 茉 甲酸 转化 生成 对 葵 二 酚 。 同 
位 素 标记 实验 表明 产物 2,5-DHP 中 的 氧 原子 来 源 于 参与 反应 的 氧气 。 该 研究 为 研究 吡啶 
类 化 合 物 微 生物 代谢 提供 了 理论 基础 。 
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Abstract: 6-Hydroxynicotinic acid (OHNA) 3-monooxygenase (NicC) is the key enzyme for 
nicotinic degradation in Pseudomonas putida KT2440. NicC can catalyze the hydroxylation of 
pyridine ring to promote the ring cleavage reaction of pyridine ring. The expression level of NicC 
was enhanced by replace the rare codon in the N-terminal of NicC, and then the His-tagged NicC 
was purified to homogeneity. The optimal temperature reaction range of NicC is from 30°C to 
40°C, and the optimal reaction pH is 8.0. The Cd? ion could significantly inhibit the activity of 
NicC. The apparent Km and Vmax values of the purified NicC for 6HNA were 51.8 uM and 14.1 
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U/mg, respectively, and those for NADH were 15.0 uM and 10.79 U/mg, respectively. 
According to the HPLC and LC-MS analysis, NicC could catalyzes 6HNA to form 2,5-DHP and 
formic acid, and it could also transform 4-hydroxybenzoic acid to form hydroquinone. Isotope 
labeling experiments proved that the oxygen atom incorporated into 2,5-DHP is from dioxygen. 
The study will provide useful information for the microbial degradation of pyridinic 


compounds. 
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吡啶 及 其 衍生 物 是 一 类 重要 的 N- 杂 环 污 染 物 ， 除 了 吡 号 、 烟 酸 、 尼 古 丁 等 
少数 吡啶 类 化 合 物 之 外 ,大 部 分 吡啶 类 污染 物 ， 都 是 有 通过 机 化 学 合成 的 ， 主 要 
来 自 于 石油 化 工 、 印 染 、 农 药 生产 、 制 药 等 行业 04。 该 类 化 合 物 会 通过 生产 污 
水 、 农 业 生产 、 生 活 污水 等 途径 进入 自然 环境 中 。 吡 啶 化 合 物 水 溶性 较 好 ， 易 通 
过 水 体 在 环境 中 进行 扩散 。 吡 啶 类 污染 物 生 物 毒 性 高 ， 具 有 致 将 、 致 畸 、 致 突变 
的 作用 , 对 人 类 和 其 他 生物 造成 了 严重 危害 ,因此 消除 环境 中 的 吡啶 类 污染 物 十 
分 必要 ， 微 生物 是 去 除 环境 中 的 吡啶 化 合 物 的 最 有 效 手 段 ， 得 到 了 广泛 的 关注 
59]。 陛 喧 类 污染 物 的 生物 好 氧 降解 最 重要 的 步 又 就 是 吡啶 环 的 开 环 反应 ， 与 芳 
香 环 一 样 ， 吡 啶 环 的 开 环 需要 在 吡啶 环 上 加 羟基 对 其 进行 活化 ,随后 再 通过 双 加 
氧 反 应 进行 吡啶 环 的 开 环 00I20。 目 前 已 经 报道 的 吡啶 羟 化 酶 主要 有 两 类 ， 一 类 是 
吡啶 x- 羟 化 酶 ， 该 类 酶 多 为 多 亚 基 的 钼 结合 羟 化 酶 ， 例 如 烟 酸 羧 化 酶 、 尼 古 丁 羟 
化 酶 。 另 一 类 是 吡啶 1- 羟 化 酶 ， 该 类 酶 多 为 黄 素 依赖 的 单 加 氧 酶 ， 例 如 6- 羟 基 烟 
酸 3- 单 加 氧 酶 、6- 羟 基 -3- 琥 珀 酰 吡 啶 羟 化 酶 中 58。 研 究 吡 啶 环 羟 化 酶 是 研究 吡啶 
类 污染 物 微生物 降解 的 核心 问题 之 一 。 

当 一 个 新 的 化 合 物 进入 自然 环境 中 , 通常 需要 20-30 年 才能 出 现 能 够 降解 这 
种 化 合 物 的 微生物 ,通过 研究 模式 化 合 物 可 以 有 助 于 我 们 更 好 的 研究 该 类 化 合 物 
的 微生物 降解 过 程 ， 甚 至 改造 出 新 型 的 降解 酶 。 烟 酸 ， 又 称 为 维生素 B3， 是 最 
常见 的 吡啶 化 合 物 , 在 生物 体 中 广泛 参与 了 NAD+、NADP+ 等 辅酶 的 生物 合成 9。 
烟 酸 可 以 作为 底 物 供给 微生物 生长 , 是 研究 吡啶 类 化 合 物 微生物 降解 的 模式 化 合 
物 。 目 前 在 多 个 菌株 中 报道 了 烟 酸 代谢 过 程 ， 包 括 假 单 胞 菌 、 产 碱 杆 菌 、 芽 孢 杆 
菌 等 L012 3]， 并 揭示 了 多 条 烟 酸 降 解 途径 。 根 据 已 报到 文献 和 生物 信息 学 分 析 表 
明 ， 微 生物 主要 通过 2,5- 二 羟基 吡啶 (2,5-DHP) 途径 对 烟 酸 进行 降解 。 该 途径 
中 ， 烟 酸 首 先 由 烟 酸 羟 化 酶 〈 吡 喧 x 产 化 酶 ) 催化 生成 6- 羟 基 烟 酸 (HNA), pE 
后 6- 羟 基 烟 酸 在 6-FE ZENA BS 3- 单 加 氧 酶 (吡啶 p 羟 化 酶 ) 的 催化 下 生成 2,5-DHP， 
随后 2,5-DHP 在 双 加 氧 酶 的 作用 下 开 环 ， 形 成 脂肪 族 化 合 物 。6- 羧 基 烟 酸 3- 单 加 
氧 酶 在 烟 酸 代谢 中 起 到 了 关键 性 的 作用 ， 是 最 早报 道 的 吡啶 fp 关 化 酶 ， 也 是 目前 
研究 最 深入 的 吡啶 f 产 化 酶 LI。 恶 自 假 单 胞 菌 KT2440 中 的 6- 羟 基 烟 酸 3- 单 加 氧 
酶 CnicC) 基因 和 效 光 假 单 胞 菌 TN5 中 的 6- 羟基 烟 酸 3- 单 加 氧 酶 基因 均 进 行 了 
体外 克隆 表达 和 功能 验证 0014 45。 虽然 有 文献 已 经 报道 了 6- 羟 基 烟 酸 3- 单 加 氧 
酶 的 催化 过 程 , 但 是 其 催化 反应 报道 并 不 完全 ， 对 于 该 反应 的 产物 并 没有 进行 实 


验 验 证 ， 而 产物 类 型 进一步 会 影响 对 于 催化 机 理 的 判断 109。 因此 揭示 6- 羟基 烟 
酸 3- 单 加 氧 酶 的 催化 反应 过 程 对 于 研究 吡啶 8 羟 化 酶 具有 重要 意义 。 

本 研究 中 , 我 们 对 Nicc 进行 改造 增加 了 其 表达 量 ， 并 在 大 肠 杆菌 中 对 NicC 
进行 了 异 源 纯化 。 利 用 纯 酶 对 NicC 的 催化 性 质 和 催化 反应 动力 学 进行 了 研究 ， 
进一步 通过 同位 素 标记 实验 对 NicC 的 催化 机 理 进行 了 推测 。 


1 材料 与 方法 


1.1 菌株、 质粒 及 培养 条 件 


6-FeFE HAR. FAD. NADH. NADPH, LB 肉 汤 培 养 基 、Ni-NTA 亲 和 层 析 填 
料 购 买 自生 工 生物 工程 (上海 ) 股份 有 限 公 司 。!sO, 同位 素 标记 气体 购买 自 上 海 
化 工 研究 院 。 本 研究 使 用 的 全 部 有 机 溶剂 均 为 高 效 液 相 色谱 (HPLC) 等 级 。 本 
研究 中 使 用 的 所 有 其 他 化 学 品 均 为 分 析 纯 等 级 。pET28a 用 于 载体 构建 ， 大 肠 杆 
(Escherichia coli) BL21(DE3) 用 于 和 蛋白 表达 ， 恶 锻 假 单 胞 菌 KT2440 HF 
因 组 提取 。 

E. coli 细胞 在 LB 肉 汤 培养 基 中 培养 ,培养 条 件 为 37'C，200 r/min (rpm). 
固体 培养 基 需 要 在 LB 液体 培养 基 中 加 入 2 % (w/v) 的 琼脂 粉 。 


1.2 nicC 基因 的 克隆 与 NicC 蛋白 的 诱导 表达 、 纯 化 


以 菌株 Pseudomonas putida KT2440 的 基因 组 作为 模板 ， 利 用 PCR 的 方法 扩 

增 出 nicC 基 条 带 并 进行 回收 ， 引 物 为 28a-nicC-F 
( 5°-ATACCATGGGGGGTCGCCAGAAAATCGCAATCG-3’ ) 、 28a-nicC-R 
(5°-GTGCTCGAGTGCCGCCTCCCCGCTTTCAAG-3’) (限制 性 内 切 酶 位 点 、 

更 换 的 密码 子 位 点 已 经 用 下 划 线 标记 出 ) 。 利 用 限制 性 内 切 酶 NecoI 和 Xhol 对 

nicC 基因 片段 和 pET28a 载体 进行 酶 切 , 将 酶 切 后 的 片段 利用 T4 DNA 连接 酶 进 

行 连接 ， 并 将 连接 产物 直接 转化 到 E. coli BL21(DE3) 中 ， 并 涂 布 到 含有 卡 那 霉 素 

的 LB 固体 平板 上 进行 筛选 。 挑 取 平 板 上 长 出 的 转化 子 ， 利 用 T7 和 T7 ter 引物 

进行 PCR 验证 ， 将 条 带 大 小 正确 的 重组 质粒 送 到 公司 进行 测序 ， 最 终 获 得 

pET28a-nicC 重组 质粒 。 

将 重组 菌株 已 coli BL21 (pET28a-micC) 接 种 到 1LLB 液体 培养 基 中 并 加 入 相 
应 的 抗生素 , 在 37C，200 rpm 条 件 下 培养 。 实 时 监测 菌株 生长 状态 ,得 OD6oonm 
BIA 0.6~0.8 时 ， 加 入 终 浓度 为 1 mM 的 PTG， 在 16 培养 过 夜 ， 进行 蛋 白族 
导 表 达 。 将 过 夜 诱导 的 培养 物 进行 离心 , 8,000 rpm 离心 5 min。 离心 后 丢弃 上 清 ， 
用 20 mL 的 缓冲 液 (25 mM Tris-HCl, pH 8.0) 重 悬 沉淀 后 的 细胞 ， 利 用 20 mL 25 
mM Tris-HCl (pH 8.0) 绥 训 液 重 基 后 利用 超声 波 破 雁 仪 进行 细胞 破碎 ， 将 破碎 后 
的 菌 液 经 10,000 rpm 离心 2 min， 将 上 清 液 转移 至 新 的 离心 管 中 ， 经 Ni-NTA 亲 
和 层 析 重力 柱 ( 柱 体积 1 mL ) 进 行 蛋 白 纯 化 。 首 先 利 用 10 mL 25 mM Tris-HCl (pH 
8.0) 绥 冲 液 平衡 Ni-NTA 亲 和 层 析 柱 , 平衡 后 开始 上 样 , 上 样 后 用 25 mM Tris-HCl 
(pH 8.0)227 RT TE. H 3 mL 含有 40 mM 咪唑 的 缓冲 液 进行 蛋白 洗 脱 并 
收集 。 利 用 超 滤 管 对 收集 到 的 洗 脱 流 出 液 进 行 蛋白 超 滤 ， 以 去 除 高 浓度 的 咪唑 。 
将 收集 后 的 蛋白 放 到 -20C 冰 箱 中 保存 。 


1.3 Nicc 的 酶 活 测 定 


NicC 的 酶 活 使 用 分 光 光 度 计 通 过 测定 340 nm 波长 下 NADH 的 消耗 来 进行 测 
定 。 酶 催化 反应 体系 为 800 uL, RIRAN 50 mM Tris-HCl (pH 8.0)， 反 应 温度 
为 25'C。 反 应 时 依次 加 入 Nicc 和 底 物 6HNA， 最 后 加 入 NADH 开始 反应 。 由 
于 产物 2,5-DHP 在 340 nm 处 也 有 了 吸光 值 , 因此 实验 过 程 中 分 别 测定 了 NADH 和 
2,5-DHP 在 340 nm 处 的 摩尔 吸光 系数 ， 最 终 得 到 了 反应 的 表 观 摩尔 吸光 系数 为 
2,063 M! cm-1， 并 以 此 为 标准 测定 Nicc 的 酶 活 。 


1.4 Nicc 的 酶 学 性 质 研究 


酶 促 反 应 最 适 温度 测定 : 在 0-60C 每 隔 5C 设 置 一 个 实验 组 ， 将 缓冲 液 和 底 
物 分 别 在 设 定 的 温度 条 件 下 恒温 水 浴 5 min 后 ， 加 入 NicC， 在 340 nm 波长 下 检 
测 酶 促 反 应 吸光 值 变化 。 
温度 稳定 性 测定 : 将 Nicc 蛋白 分 别 在 0C、30C、35C、40C、45C 温 度 
条 件 下 保温 ， 各 温度 处 理 组 分 别 在 0h、0.5Sh、1h、1.5h、2h 时 取出 部 分 酶 测 
定 各 温度 下 的 纯 酶 活力 。 

酶 促 反 应 最 适 pH 测定 : 分 别 在 不 同 pH 的 缓冲 液 (pH 4.0 ~ pH 6.0: 50 mM 
柠檬 酸 /柠檬 酸 三 钠 ，pH 6.0 ~ pH 9.0: 50 mM BEAR, pH 9.0 ~ pH 11.0: 
50 mM 碳酸 钠 / 碳 酸 毛 钠 ) 中 测定 NicC 的 酶 活 。 

金属 离子 对 NicC 酶 活性 的 影响 : 

在 NicC 酶 促 反应 体系 中 加 入 终 浓 度 为 2 mM 的 金属 离子 : Cah Co, KA 
Mg?*, Cd? Mo, Mn?*, Ba?*, Cu2*, Nat, Zn?*. WAIN ATH NicC 反 
应 体系 为 对 照 ， 测 定 340 nm 下 的 吸光 值 变 化 ， 比 较 金 属 离子 对 NicC 酶 活性 的 
影响 。 
底 物 特异 性 分 析 : 分 别 以 对 氨基 茶 甲 酸 (PAB)、 对 羟基 茶 甲 酸 (PHB il 
对 硝 基 葵 甲酸 作为 底 物 ， 测 定 NicC 酶 促 反 应 的 酶 活 。 以 对 氨基 茶 甲 酸 和 对 郑 基 
葵 甲 酸 作为 底 物 的 时 候 也 在 340 nm 处 测定 酶 活 ， 以 对 硝 基 茶 甲 酸 PNP) 作为 
底 物 的 时 候 同 时 检测 340 nm 和 400 nm 处 的 吸光 值 变 化 。 以 相同 浓度 的 6- 羟 基 
烟 酸 作为 底 物 的 反应 体系 作为 阳性 对 照 。 

NicC 的 催化 反应 动力 学 分 析 : 在 0.25 mM NADH 下 测定 不 同 浓度 的 6HNA 
下 NicC 酶 促 反 应 的 酶 活 ;在 0.25 mM 6HNA 存在 下 测定 不 同 浓度 NADH 的 NicC 
酶 促 反应 酶 活 。 反 应 在 25°C, 50mM 的 Tris-HCl (pH 8.0) 中 进行 。 将 所 得 的 数 
据 ， 利 用 Origin 8.0 软件 进行 米 氏 方程 的 非 线 性 拟 合 ， 最 终 确定 两 个 底 物 的 最 大 
反应 速率 和 Km 值 。 


15 Nicc 的 催化 反应 产物 鉴定 


将 NicC 与 1mM 6HNA 和 2mM NADH 混合 进行 反应 ，$min 后 ， 向 反应 体 
系 中 加 入 2 倍 体积 甲醇 终止 反应 。 利 用 HPLC 和 LC-MS 对 反应 产物 进行 检测 。 

重 氧 水 同位 素 标记 实验 : 将 纯化 出 的 NicC 在 冷冻 真空 干燥 仪 上 进行 冻 干 制 
备 冻 干粉 , 利用 重 氧 水 进行 溶解 。 底 物 6HNA 和 NADH 同样 用 重 氧 水 进行 溶解 。 
将 重 氧 水 溶解 后 的 NicC 与 底 物 6HNA 和 NADH 混合 ， 在 空气 中 反应 10 min 之 
后 ， 进 行 LC-MS 检测 。 

氧 -18 标记 氧气 的 同位 素 标记 实验 : 以 5 mL 西林 瓶 为 反应 容器 ， 加 入 2 mL 
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终 浓度 为 1 mM 的 6HNA，1.5 mM 的 NADH。 向 该 体系 中 以 0.1 L/min 的 流速 吹 
入 氮气， 连续 通气 20 min 以 排 尽 反应 装置 中 的 氧气 。20 min 后 ， 向 反应 系统 中 
通 入 100 mL 6O 气体 ， 并 尽量 混合 ， 使 830; 气体 溶解 。 随 后 加 入 Nicc 开始 反 
W, 20min 后 ， 加 入 2 倍 体积 甲醇 终止 反应 。 进 行 LC-MS 检测 。 

HPLC 检测 条 件 : 检测 仪器 为 Agilent 1100, PDA 检测 器 ， 色 谱 柱 为 Agilent 
Zorbax SB-C18 (4.6mm X 250 mm)， 流 动 相 为 20% (v/v) F, 80% (v/v) 1 mM 
乙酸 ， 流 速 为 0.5 mL/min. LC-MS 检测 仪器 为 Agilent 6460 QQQMS 离子 源 为 
electrospray ionization (ESD ， 色 谱 柱 为 Zorbax SB C18 (2.1 mm X 100 mm)， 流 
动 相 为 20% (v/v) FRE, 80% (v/v) ddH20， 流 速 为 0.2 mL/min. 


2 结果 与 分 析 
2.1 NicC 序列 分 析 


将 NicC 的 氨基 酸 序列 与 其 他 吡啶 羟 化 酶 以 及 芳香 族 化合 物 葵 环 羟 化 酶 进行 
序列 比 对 与 进化 分 析 。 结 果 如 图 1 所 示 , NicC 与 水 杨 酸 1- 羟 化 酶 (YP_ 001669813 ) 
的 序列 相似 性 最 高 〈27.7% )， 与 另外 的 两 个 吡啶 羟 化 酶 2.6- 二 羟基 吡啶 3- 羟 化 
(DHPH, YP 007988763, 20.8%) 和 6- 羟基 -3- 焉 珀 酰 吡 喧 3- 羟 化 酶 〈HspB， 
WP_013973865, 17.3%) 的 序列 相似 性 较 低 0718。 从 进化 分 析 上 面 看 ， 与 NicC 
序列 相似 性 高 的 蛋白 所 催化 的 底 物 与 OHNA 并 没有 太 多 的 结构 上 面 的 相似 性 。 
这 预示 着 NicC 可 能 存在 着 与 HspB 不 同 的 催化 机 理 。 


100 6-Hydroxynicotinate 3-monooxygenase (Q88FY2, NicC) EC 1.14.13.114 村 
25 L 6-Hydroxynicotinate 3-monooxygenase (P86491) EC 1.14.13.114 
18 Salicylate 1-monooxygenase (YP_001669813) EC 1.14.13.1 
Urate hydroxylase (A6T923) EC 1.14.13.113 
45 2-Nitrophenol 2-monooxygenase (ABS81534) EC 1.14.13.31 


Phenazine-1-carboxylate monooxygenase (2RGJ) 
3-Hydroxybenzoate 6-monooxygenase (Q9F131.1) EC 1.14.13.24 


29 2,6-Dihydroxypyridine 3-monooxygenase (DHPH) (YP 007988763) EC 1.14.13.10 e 


2-Methyl-3-hydroxypyridine-5-carboxylic Acid Oxygenase (4GF7) EC 1.14.12.4 


Kynurenine 3-monooxygenase (Q86PM2) EC 1.14.13.9 


3-Octaprenylphenol 2-monooxygenase (Ubil) (4K22) 
4-Hydroxybenzoate 3-monooxygenase (1PBE) EC 1.14.13.2 
100 p p-Nitrophenol 4-monooxygenase (PnpA2) (ACN43577.2) 


L— p-Nitrophenol 4-monooxygenase (PnpA) (ABU50908) 
6-hydroxy-3-succinoyl-pyridine 3 monooxygenase (HspB) (WP_013973865) @ 


3-(3-Hydroxy-phenyl)propionate hydroxylase (Q9S158) EC 1.14.13.127 
Aromatic hydroxylases PgaE (2QA1) 

Pentachlorophenol 4-monooxygenase (P42535) EC 1.14.13.50 
4-Hydroxyphenylacetate 1-monooxygenase (EAP73176) EC 1.14.13.18 
7-Carboxy-K252C monooxygenase (2ROP) 

3-Hydroxybenzoate 4-monooxygenase (Q05KQS5) EC 1.14.13.23 
Aklavinone-11-monooxygenase (3THG) 


81 2,4-Dichlorophenol 6-monooxygenase (ABS61754) EC 1.14.13.20 


n 
0.2 


1 NicC 进化 树 分 机 ， 和 蛋白 的 序列 可 以 通过 括号 中 的 序列 号 进行 查询 ， 标 尺 
表示 每 个 氨基 酸 位 点 出 现 0.2 个 替换 的 长 度 


Figure 1 Phylogenetic analysis of NicC and related hydroxylases. The accession 
number of each protein was indicated in parenthesis. The bar represents 0.2 amino 
acid substitutions per site. 


2.2 Nicc 蛋白 纯化 


将 6- 羟 基 烟 酸 3- 单 加 氧 酶 (nicC) 基 因 克 隆 到 表达 载体 pPET28a 上 ,利用 IPTG 
进行 了 诱导 表达 。SDS-PAGE 进行 全 细胞 蛋白 分 析 ， 没 有 明显 蛋白 表达 条 带 。 将 
诱导 表达 后 的 细胞 破碎 液 上 清 利 用 Ni-NTA Sefinose 进行 亲 和 层 析 纯 化 ， 
SDS-PAGE 可 以 检测 到 纯化 后 的 Nicc 和 蛋白, 但 蛋白 表达 量 较 低 。 利 用 Online 软 
件 Chttp://people.mbi.ucla.edu/sumchan/caltor.html) Xf NicC 的 N 端 稀有 密码 子 进 
行 了 分 析 ， 发 现 第 四 位 氨基 酸 Are 为 稀有 密码 子 “AGG” (图 2A) ， 研 究 表明 
NN 端的 稀有 密码 子 会 对 大 肠 杆 菌 中 的 蛋白 表达 产生 明显 影响 (9。 为 了 增加 NicC 
的 表达 量 ， 将 NicC 的 N 端 稀 有 密码 子 “AGG” 更 换 成 为 了 “CGC”。 将 改造 后 
的 重组 质粒 pET28a-nicC 转 化 入 BL21(DE3) 感 受 态 细胞 中 进行 诱导 表达 与 蛋白 纯 
化 ,经 SDS-PAGE 检测 ，NicC 分 子 量 为 ~40 kDa， 条 带 单 一 ,NN 端的 稀有 密码 子 
去 除 后 可 以 大 大 的 提高 蛋白 的 表达 量 ， 同 样 条 件 下 和 蛋白 表达 量 为 未 优化 的 ~5 倍 

(图 2B) 。 经 亲 和 层 析 纯 化 后 的 NicC 蛋白 呈现 淡 黄 色 。 经 过 全 波长 扫描 ， 发 现 
NicC 在 377 nm 和 450 nm 处 有 特征 吸收 峰 (图 2C) ， 该 结果 表明 NicC 和 蛋白 为 
黄 素 蛋 白 。 进 一 步 通过 HPLC 检测 确定 ，NicC 中 所 含有 的 黄 素 为 FAD，。 
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2 NicC 蛋白 的 表达 纯化 。 (A) nicC 基因 N 端的 稀有 密码 子 AGG 更 换 为 
CGC; (B) 纯化 后 的 Nicc 和 蛋白， 以 及 加 入 1% (w/v) SDS 在 4°C IA 10 min 后 
的 NicC 全 波长 扫描 图 谱 ，(C) 纯化 的 重组 Nicc 蛋白 SDS-PAGE 图 谱 ， 其 中 


M 为 蛋白 Marker，NicC-O 为 未 优化 的 蛋白 ，NicC-M 为 优化 后 的 蛋白 


Fig. 2 Expression and purification of NicC. (A) The rare codon (AGG) in the 
N-terminal of nicC gene was changed to CGC. (B) Spectrum of NicC (black line) and 
NicC + 1% SDS (red line); (C) SDS-PAGE image of purified His-tagged NicC, M: 
protein marker, NicC-O, unmodified NicC, NicC-M, modified NicC protein. 


2.3 NicC 催化 反应 研究 


将 NicC 与 6HNA 和 NADH 混合 后 检测 340 nm 处 吸光 值 ， 可 以 观察 到 吸光 
值 随 着 时 间 的 延长 而 降低 。 通 过 HPLC 检测 可 以 看 到 ， 在 有 NADH 存在 的 情况 
F, Nicc 可 以 将 6HNA 催化 生成 2,5- 二 羟基 吡啶 (2,5-DHP) ， 而 不 加 入 NADH 
的 反应 中 NicC 不 能 催化 6HNA 生成 2,5-DHP (图 3) 。 在 厌 氧 状态 下 向 NicC 中 
加 入 过 量 的 NADH， 可 以 发 现 蛋 白 由 黄色 变 成 无 色 ， 在 450 nm 处 的 特征 吸收 峰 
消失 (图 4) ， 这 说 明了 NADH 可 以 将 NicC 中 的 FAD 完全 还 原 。 癌 还 原 后 的 
NicC 蛋白 中 加 入 6HNA， 保 持 厌 氧 状态 ， 一 段 时 间 后 终止 反应 ， 经 APLC 检测 
并 没有 2,5-DHP 的 生成 ， 这 说 明了 该 反应 需要 氧气 的 参与 。 


A 


NAD* 2,5-DHP 6HNA 


254 nm 


NicC+6HNA+NADH 
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254 nm 


NicC+6HNA 


3 4 5 6 7 8 
Retention time (min) 


3 NicC 催化 反应 的 HPLC 分 析 。 (A) 1mMNADH+ 1mM6HNA+NicC 
反应 5 min 后 进行 HPLC 检测 ; (B)1 mM 6HNA + NicC 反应 5 min 后 进行 HPLC 


检测 。 
Fig.3 HPLC analysis of NicC catalyzed reaction. (A) NicC was mixed with 1 mM 
NADH and 1 mM 6HNA for 5 min; (B) NicC was mixed with and 1 mM 6HNA for 5 
min. 
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4 NADH 还 原 后 的 还 原 态 NicC 的 全 波长 扫描 图 谱 
Fig.4 Spectrum of NicC reduced by excess NADH 


NicC 可 以 催化 6HNA 生成 2,5-DHP 已 经 报道 ， 但 是 该 催化 反应 的 另外 一 个 
底 物 并 不 清楚 , 推测 该 催化 反应 的 另外 一 个 底 物 可 能 是 二 氧化 碳 或 者 甲酸 。 为 了 
完全 解析 NicC 的 催化 反应 ， 我 们 以 NicC 催化 反应 后 的 产物 作为 底 物 CRS) ， 
检测 了 反应 产物 中 是 否 有 甲酸 的 生成 。 甲 酸 脱 氧 酶 可 以 催化 甲酸 氧化 生成 二 氧化 
碳 ， 同 时 将 1 分 子 的 NAD+ 还 原 为 NADH， 通 常用 于 合成 生物 学 中 辅酶 NADH 
的 再 生 。NADH 在 340 nm 处 有 吸收 峰 ， 因 此 可 以 用 340 nm 处 吸光 值 的 上 升 来 
检测 甲酸 脱氧 酶 的 活力 (B 5 Line 2) 。 在 NicC 催化 6HNA 反应 300 s 后 向 反应 
体系 中 加 入 了 甲酸 脱氧 酶 。 结 果 表 明 ， 不 加 入 甲酸 脱氧 酶 ， 反 应 体系 吸光 值 继续 
缓慢 下 降 (图 5 Line 1、Line 5) ， 而 加 入 甲酸 脱氧 酶 之 后 340 nm 处 的 吸光 值 开 
始 上 升 〈 图 $Line 3) 。 只 加 入 甲酸 脱氧 酶 吸光 值 并 没有 上 升 ， 说 明了 溶液 中 的 
二 氧化 碳 并 不 能 将 NAD+ 还 原 (图 $ Line 4) 。 该 结果 表明 NicC 催化 反应 的 另 一 
个 产物 是 甲酸 , NicC 能 够 在 NADH 的 参与 下 ,将 6HNA 转化 为 2,5-DHP 和 甲酸 。 
NicC 还 可 以 利用 NADPH 作为 辅酶 进行 6HNA 的 催化 反应 ， 但 是 活力 只 有 以 
NADH 作为 辅酶 时 的 17.8%。 
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5 NicC 催化 反应 的 光谱 学 分 析 。 


EMH: 340 nm 下 NicC 催化 的 氧化 反应 


(NADH 和 6HNA 的 初始 浓度 为 0.25 mM); 右 侧 曲线 Line 2: 甲酸 脱毛 酶 +0.125 


mM 甲酸 + 0.125 mM NAD+; Line 2: 


在 NicC 催化 反应 进行 到 300 s 时 加 入 甲酸 


脱氧 酶 ， Line 3: 甲酸 脱氧 酶 + 0.125 mM NAD*; Line 4: NicC 催化 反应 不 加 入 


任何 其 他 底 物 。 左 侧 和 右 侧 纵 坐 标 


以 加 入 甲酸 脱氧 酶 时 的 吸光 值 作 为 零点 。 


Fig. 5 Spectrophotometric analysis of NicC catalyzed reaction. Left curve (Line 1) 
showed the NicC catalyzed reaction with 0.25 mM 6HNA and NADH; Line 2: 
reaction mixture of 0.125 mM formic acid + 0.125 mM NAD* + formate 
dehydrogenase; Line 3: formate dehydrogenase was added into NicC catalyzed 
reaction at 300 s; Line 4: formate dehydrogenase + 0.125 mM NAD‘, Line 5: NicC 
catalyzed reaction without adding any substrates. 


2.4 Nicc 酶 学 性 质 与 动力 学 研究 


酶 的 酶 学 性 质 和 动力 学 参数 对 于 该 酶 在 生物 技术 方面 的 应 用 至 关 重 要 , 因此 


本 研究 对 纯化 出 的 Nicc 蛋白 的 相关 
最 适 温度 为 30-40'C， 当 温 


生 质 进行 了 研究 。 由 图 6 可 以 知道 ,NicC 的 


度 高 于 S$0C 的 时 候 酶 活力 大 幅 下 降 。NicC 在 35SC 以 


下 可 以 保持 较 好 的 稳定 性 ，40C 处 理 2h 后 酶 活 只 有 25%. NicC 催化 反应 的 最 
适 pH 为 8.0。 与 HspB AE, Cu** 离 子 和 Zn 离子 并 没有 明显 抑制 NicC 的 酶 活 ， 
在 2 mM HI CdA T P NicC 的 酶 活 只 有 对 照 的 16.7%。 男 外 NicC 在 高 浓度 的 
NaCl (200 mM) 中 ， 酶 活 只 有 对 照 的 21.1%。 当 NADH 的 浓度 为 0.25 mM 的 时 
候 ， 底 物 6HNA 的 最 大 酶 活 为 14.1 U/mg, Km fH 51.8 uM; 当 6HNA 的 浓度 为 
0.25 mM 的 时 候 , 底 物 NADH 的 最 大 酶 活 为 10.79 U/mg, Km 值 为 15.0 MCEI 6). 
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6 NicC 酶 学 性 质 研 究 。 (A) NicC 最 适 温度 研究 (B) NicC 温度 稳定 性 
WA: CC) NicC 最 适 pH HH; D) 金属 离子 对 于 NicC 的 酶 活 的 影响 ， (E) 
底 物 6HNA 的 动力 学 研究 ， (F) 底 物 NADH 的 动力 学 研究 。 

Fig.6 Characterization of NicC. (A) Temperature dependent enzyme activity of 
NicC; (B) Temperature stability of NicC; (C) pH-dependent enzyme activity of NicC; 
(D) Effects of metal ions on NicC activity; (E) Kinetic studies of NicC for 6HNA; (F) 
Kinetic studies of NicC for NADH. 


2.5 ” 底 物 谱 分 析 


NicC 可 以 催化 底 物 6HNA 羟基 对 位 的 羧基 位 置 的 羟基 化 反应 ， 因 此 本 研究 
中 选取 羟基 对 位 为 羧基 、 和 氨基 和 硝 基 的 芳香 化 合 物 作为 NicC 的 底 物 进行 反应 。 
结果 表明 ，PNP 作为 底 物 的 时 候 400 nm 处 的 吸光 值 没有 变化 ， 这 说 明了 PNP 并 
没有 被 转化 为 新 的 产物 。 但 是 340 nm 处 的 吸光 值 下 降 明 显 〈 超 过 以 6HNA 作为 
底 物 时 的 反应 速率 ) ， 说 明 PNP 可 以 增加 NicC 的 NADH 氧化 酶 的 活力 。 也 就 
是 说 PNP 可 以 使 得 NicC-FAD-OOH 的 衰减 变 快 ， 这 一 点 和 HspB 的 特性 是 一 致 
的 。NicC 可 以 转化 对 羟基 茶 甲 酸 和 对 氨基 茶 甲酸 ， 但 是 对 于 对 氨基 茶 甲 酸 的 转 
化 效率 非常 低 。 利 用 HPLC 检测 可 以 发 现 ，NicC 可 以 将 对 羟基 茶 甲 酸 转化 生成 
对 茶 二 酚 (图 7) 。NicC 不 能 催化 NA 生成 3- 羟基 吡 哇 。 以 上 结果 表明 NicC 可 
以 催化 羟基 对 位 吡啶 环 或 者 芳香 环 的 羟基 化 反应 。 
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图 7 NicC 催化 PHB 转化 的 HPLC 分 析 。(A)1mM NADH + 1 mM PHB + NicC 
反应 5 min 后 进行 HPLC 检测 ;，(B)〉1 mM 对 茶 二 酚 标 准 品 的 HPLC 检测 。 
Fig.7 HPLC analysis of NicC catalyzed reaction with PHB. (A) HPLC analysis of 
NicC catalyzed reaction with 1 mM NADH and 1 mM PHB; (B) The HPLC signal of 
1 mM hydroquinone. 


2.6 同位 素 标 记 实验 


前 面 的 实验 已 经 证 明 , Nicc 可 以 在 NADH 和 氧气 的 参与 下 催化 6HNA 生成 
2,5-DHP 和 甲酸 。 与 底 物 相 比 较 ， 产 物 多 了 一 个 氧 原 子 和 两 个 氧 原子 ， 正 好 是 一 
个 水 分 子 所 含 的 氢 原 子 和 氧 原子 的 比例 ,为 了 进一步 分 析 氧 气 和 水 在 反应 中 的 作 
用 ， 研 究 中 利用 同位 素 标记 的 氧气 和 水 进行 了 酶 促 反 应 。 

通过 LC-MS 分 析 表 明 ， 正 常 反 应 体系 产物 在 ESI-MS 图 谱 中 显示 m/z 值 为 
112.0396， 该 信号 峰 代 表 了 产物 2,5-DHP。 当 利用 BO 标记 的 水 作为 溶剂 反应 的 
时 候 ， 产 物 2,5-DHP 的 分 子 量 没有 发 生变 化 ， 说 明 NicC 催化 6- 羟 基 烟 酸 转化 成 
2,5-DHP 时 氧 分 子 并 不 是 来 源 于 水 分 子 中 的 氧 (图 8) 。 但 是 当 利 用 180 标记 的 
氧气 进行 反应 的 时 候 ， 产 物 2,5-DHP 的 分 子 量 由 112.0398 114.0396， 这 
表明 了 2,5-DHP 分 子 中 新 加 入 的 氧 原子 为 O， 这 表明 了 氧气 参与 肥 应 的 其 中 一 

个 氧 原子 进入 到 了 2,5-DHP 中 (图 9) 。 
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8 NicC 催化 反应 的 同位 素 标记 实验 。 CA) 在 非 同位 素 标记 的 水 中 进行 的 


NicC 众 化 反应 的 底 物 鉴定 ，(B) 在 重 氧 水 中 进行 的 NicC 催化 反应 的 底 物 鉴 定 。 
Fig.8 Isotope labeling experiments of NicC catalyzed reaction. (A) MS analysis of 
NicC catalyzed reaction in H2!60; (B) MS analysis of NicC catalyzed reaction in 
H2'80. 
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9 NicC 催化 反应 的 同位 素 标记 实验 。 CA) 在 sO, 中 进行 的 NicC 催化 反应 ; 


(B) 在 89: 中 进行 的 NicC 催化 反应 。 
Fig.9 Isotope labeling experiments of NicC catalyzed reaction. (A) MS analysis of 
NicC catalyzed reaction in '°O2; (B) MS analysis of NicC catalyzed reaction in !8Oo. 


3 讨论 


NicC 属于 FAD 和 NADH 依赖 的 单 加 氧 酶 ， 该 类 酶 能 够 在 芳香 环 和 吡啶 环 
上 面 加 羟基 从 而 实现 对 于 芳香 环 或 者 吡啶 环 的 活化 。 含有 一 个 或 者 两 个 羟基 的 
芳香 族 或 者 吡啶 类 化 合 物 可 以 在 双 加 氧 酶 的 作用 下 开 环 生成 脂肪 族 化合 物 , 随后 
通过 一 系列 氧化 还 原 反 应 被 完全 分 解 。 因 此 该 类 酶 在 微生物 降解 芳 吡啶 类 化 合 物 
的 过 程 中 扮演 了 重要 的 角色 。 如 果 根 据 羟基 化 位 点 处 是 否 有 其 他 侧 链 基 团 存在 ， 
该 类 凑 化 酶 可 以 分 成 两 类 。 大 部 分 单 加 氧 酶 所 催化 底 物 的 羟基 化 位 点 并 没有 其 他 
侧 链 存在 ， 例 如 催化 芳香 环 羟 基 化 反应 的 3- 羟 基 茶 甲酸 4- 单 加 氧 酶 、3- 羟 基 茶 甲 
酸 6- 单 加 氧 酶 、4- 羟 基 茶 甲酸 3- 单 加 氧 酶 等 ， 以 及 催化 吡啶 环 羟基 化 反应 的 2,6- 
二 羟基 吡啶 3- 单 加 氧 酶 . 还 有 少量 的 单 加 氧 酶 催化 位 点 有 其 他 的 侧 链 存在 , PEPE 
基 化 反应 的 同时 会 发 生 C-C 键 的 断裂 。 例 如 催化 芳香 环 羟基 化 反应 的 水 杨 酸 1- 
单 加 氧 酶 、4- 氮 基 葵 甲酸 1- 单 加 氧 酶 、4- 羟 基 葵 甲酸 1- 单 加 氧 酶 等 ， 以 及 催化 吡 
啶 环 羟基 化 反应 的 6- 羟 基 -3- 琥 珀 酰 吡 啶 3- 羟 化 酶 CHspB) 和 本 文 所 研究 的 6- 羟 


基 


烟 酸 3- 单 加 氧 酶 。 上 面 提 及 的 已 报到 的 同时 催化 C-C 键 断 裂 和 芳香 环 羟基 化 


反应 的 3 个 单 加 氧 酶 与 NicC 催化 反应 类 似 , 都 是 去 掉 一 个 羧基 , 生成 一 个 羟基 ， 


同 
的 
Æ 


Hicks 等 人 也 推测 6- 产 基 烟 酸 3- 产 化 酶 催化 的 反应 会 生成 CO， 但 是 文章 并 没有 


对 


明 


抑 


ZR 
应 
中 


酸 


时 会 生成 一 分 子 CO2。 男 外 ，HspB 是 除 6- 羟 基 烟 酸 3- 羟 化 酶 之 外 唯一 报道 的 
个 同时 催化 C-C 键 裂 解 和 吡啶 环 羟基 化 的 FAD 依赖 单 加 氧 酶 。 根 据 我 们 之 前 
研究 ，HspB 会 催化 6- 羟 基 3- 琥 珀 酰 吡 啶 生成 2,5-DHP 和 琥珀 酸 而 不 是 琥珀 酸 
EUS), ALERT LATED Nicc 催化 的 反应 有 可 能 会 生成 CO。 根据 已 报到 文献 ， 


生成 的 CO 进行 检测 09。 在 本 文中 我 们 通过 实验 证 明了 反应 过 程 中 会 生成 甲 


酸 ， 因 此 该 结果 暗示 NicC 与 HspB 可 能 采取 了 不 同 的 催化 机 理 。 另 外 ， 实 验 表 


Cu2+ 离 子 和 Zn2 离 子 并 没有 明显 抑制 Nicc 的 酶 活 , 但 是 Cu+ 和 Zn2 能 够 明显 
制 HspB 的 酶 活 0。 通 常 金属 离子 对 酶 活 的 抑制 是 由 于 作用 于 催化 中 心 的 氨基 
导致 的 ， 因 此 可 以 推测 Nicc 和 HspB 催化 中 心 的 氨基 酸 是 不 同 的， 着 同样 暗 
HspB 与 NicC 催化 中 心 的 关键 氨基 酸 不 同 。 基 于 以 上 结果 , 推测 Nicc 催化 反 
过 程 如 下 : 首先 NADH 将 Nicc 中 的 FAD 还 原 ， 生 成 FAD-O-OH 中 间 体 ， 庐 
间 体 攻击 吡啶 环 3- 位 的 碳 原子 ， 生 成 一 个 含有 吡啶 环 醒 式 结构 的 中 间 化 合 物 ， 


O-O 键 断裂 氧 分 子 中 的 一 个 氧 原 子 以 羟基 的 形式 留 在 吡啶 环 3- 位 碳 原子 上 , 生成 
3- 位 碳 原子 含有 4 个 单 键 的 中 间 化 合 物 ， 随 后 通过 分 子 内 重 排 反应 侧 链 脱 落 生成 


甲 


BY 


酸 ， 氧 原子 留 在 吡啶 环 上 生成 了 2,5-DHP。 
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